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阻断Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞ＩＲＥ１ＸＢＰ１通路对大鼠肝移植排斥反应的影响

王润芝，吴皓，刘一鸣，曹　丁，吴涯昆，李金政，龚建平　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院肝胆外科）

　　［摘要］　目的　探讨阻断 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞 ＩＲＥＸＢＰ１通路对大鼠原位肝移植排斥反应的作用。
方法　术前用ＧｄＣｌ３处理或未处理建立大鼠原位肝移植急性排斥反应模型，未处理大鼠随机数字法分
为ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡ组（Ａ组），ＳｃｒａｍｂｌｅｄｓｈＲＮＡ组（Ｂ组），ＰＢＳ组（Ｃ组）；处理大鼠随机分为 ＧｄＣｌ３＋
ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡ组（Ｄ组），ＧｄＣｌ３＋ＳｃｒａｍｂｌｅｄｓｈＲＮＡ组（Ｅ组），ＧｄＣｌ３＋ＰＢＳ组（Ｆ组）。未处理组术后检
测血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＩＦＮγ、ＩＬ１０、ＩＬ１７的表达水平；ＲＴＰＣＲ检测 Ｔｂｅｔ、ＲＯＲγｔ、ＩＦＮγ、ＩＬ１７及 ＩＬ１０
ｍＲＮＡ水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＤ８６、ＣＤ２０６、ＩＦＮγ、ＩＬ１７及ＩＬ１０蛋白表达水平，ＨＥ染色观察肝组织结
构，根据Ｂａｎｆｆ方案进行ＲＡＩ评分，各组剩余大鼠观察术后生存率。处理组术后检测ＩＦＮγ、ＩＬ１７及ＩＬ
１０ｍＲＮＡ以及蛋白表达水平，ＨＥ染色观察肝组织结构。结果　在未处理组中，与 Ｂ、Ｃ组比较，Ａ组各
时间点肝功能指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ明显下降（Ｐ＜００５），Ａ组血清表达 ＩＦＮγ、ＩＬ１０明显受到抑制（Ｐ＜
００５），ＩＬ１０的表达水平则呈明显上升趋势（Ｐ＜００５），与ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果趋势相符合，另
外Ａ组ＣＤ８６蛋白表明显下降（Ｐ＜００５），而表达 ＣＤ２０６上升（Ｐ＜００５），Ｔｂｅｔ／ＲＯＲγｔｍＲＮＡ相对表
达量也明显下降（Ｐ＜００５），Ｂ、Ｃ组上述指标与 Ａ组对比则呈相反趋势，而且 Ｂ、Ｃ组之间比较差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）；Ａ组ＲＡＩ评分（３．８３±０．１４），明显低于Ｂ、Ｃ组ＲＡＩ评分（９．１３±０．２０）、（８．９５
±０２６）（Ｐ＜００５），并且Ａ组大鼠的生存时间明显高于Ｂ、Ｃ组大鼠（Ｐ＜００５）。在处理组中，Ｄ、Ｅ和
Ｆ组肝脏局部ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ１０ｍＲＮＡ和蛋白表达情况以及病理组织 ＡｃＲ程度比较无统计学上的差
异（Ｐ＞００５）。结论　阻断ＩＲＥ１ＸＢＰ１通路促进了 ＫＣｓ的 Ｍ１型极化，引起 Ｔｈ１／Ｔｈ１７向 Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ的
免疫偏移，在一定程度上减轻了移植肝脏急性排斥反应的程度。

　　［关键词］　肌醇酶１；Ｘ盒蛋白连接蛋白１；Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞；肝移植；急性排斥反应
　　［中图法分类号］　Ｒ３９２．４；Ｒ６１７；Ｒ６５７．３ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１２００３２９，８１３００３６４）
［通信作者］　龚建平，Ｅｍａｉｌ：ｇｏｎｇｊｉａｎｐｉｎｇ１１＠１２６．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１６０８３１．１４１１．０１１．ｈｔｍｌ

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＩＲＥ１ＸＢＰ１ｐａｔｈｗａｙｉｎＫｕｐｆｆｅｒｃｅｌｌｓｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒｌｉｖｅｒ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｒｅｊｅｃｔｉｏｎ
ＷａｎｇＲｕｎｚｈｉ，ＷｕＨａｏ，ＬｉｕＹｉｍｉｎｇ，ＣａｏＤｉｎｇ，ＷｕＹａｋｕｎ，ＬｉＪｉｎｚｈｅｎｇ，ＧｏｎｇＪｉａｎｐｉｎｇ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙ
Ｓｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１０，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｉｎｏｓｉｔｏｌｒｅｑｕｉｒｉｎｇ１ＸＢｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
１（ＩＲＥ１ＸＢＰ１）ｐａｔｈｗａｙｉｎＫｕｐｆｆｅｒｃｅｌｌｓ（ＫＣｓ）ｏｎｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔｒｅｊｅｃｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｌｉｖｅｒ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＧｄＣｌ３ｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｏｎ．Ｉｎｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ｒａｔｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｒａｎｄｏｍｌｙｉｎｔｏ３ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ，ｔｈａｔｉｓ，ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ（Ａ），ＳｃｒａｍｂｌｅｄｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ
（Ｂ），ａｎｄＰＢＳｇｒｏｕｐ（Ｃ）．Ｌｉｋｅｗｉｓｅ，ｔｈｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｗａｓｓｕｂｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＧｄＣｌ３＋ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ
（Ｄ），ＧｄＣｌ３＋ＳｃｒａｍｂｌｅｄｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ（Ｅ），ａｎｄＧｄＣｌ３＋ＰＢＳｇｒｏｕｐ（Ｆ）．Ｉｎｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｅｒｕｍ
ｌｅｖｅｌｓｏｆａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ），ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＳＴ），ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ（ＩＦＮγ），
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０（ＩＬ１０）ａｎｄＩＬ１７ｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ．Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅ
ｅｘｃｉｓｅｄｆｏｒｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ，ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｆａｃｔｏｒｓ（Ｔｂｅｔ
ａｎｄＲＯＲγｔ）ａｎｄｃｙｔｏｋｉｎｅｓ（ＩＦＮγ，ＩＬ１７ａｎｄＩＬ１０）ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ），ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＣＤ８６，ＣＤ２０６，ＩＦＮγ，ＩＬ１７ａｎｄＩＬ１０ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｂａｎｆｆｓｃｈｅｍａｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｇｒａｄｉｎｇｔｈｅ

１３４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）



ａｃｕｔｅａｌｌｏｇｒａｆｔｒｅｊｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｊｅｃｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ（ＲＡＩ）．ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
ｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓ．Ｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＦＮγ，ＩＬ１７ａｎｄＩＬ１０ｗａｓ
ａｌｓｏｔｅｓｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＡＬＴａｎｄＡＳＴａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｇｒｏｕｐＡｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐｓＢａｎｄＣ（Ｐ＜００５）．ＩｎｇｒｏｕｐＡ，ＩＦＮγａｎｄＩＬ１７ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｓｅｒｕｍｗｈｉｌｅＩＬ１０ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ｗｉｔｈｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴＰＣＲａｎｄｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｂｅｔ／ＲＯＲγｔ
ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ８６ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄＣＤ２０６ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５）．Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，ｇｒｏｕｐｓＢａｎｄＣｓｈｏｗｅｄｉｎｖｅｒｓｅｔｒｅｎｄｗｉｔｈｒｅｓｐｅｃｔｔｏｔｈｅａｂｏｖｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄ
ｆａｃｔｏｒｓ，ｍＲＮＡ ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐＢａｎｄＣｗｅｒｅｎｏｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．ＴｈｅｍｅａｎＲＡＩｓｃｏｒｅｉｎｇｒｏｕｐＡｗａｓ３．８１±０．１４，ｗｈｉｃｈｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ
ｇｒｏｕｐｓＢ（９．１３±０．２０）ａｎｄＣ（８．９５±０．２６），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｄａｔａｗａｓａｌｓｏｉｎａｇｒｅｅｍｅｎｔ
ｗｉｔｈｔｈｅＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｃｕｒｖｅ，ｓｈｏｗｉｎｇｔｈａｔｒａｔｓｉｎｇｒｏｕｐＡｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｕｒｖｉｖｅｄｌｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈｅｓｅｉｎｇｒｏｕｐｓＢ
ａｎｄＣ（Ｐ＜００５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＦＮγ，ＩＬ１７ａｎｄＩＬ１０ｂｏｔｈａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗａｓ
ｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｏｎｇｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓＤ，Ｅ，ａｎｄＦ．Ｔｈｅｓａｍｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｂｌｏｃｋａｇｅｏｆＩＲＥ１ＸＢＰ１ｐａｔｈｗａｙｃｏｕｌｄａｌｔｅｒｔｈｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ＫＣｓｆｒｏｍＭ１ｔｏＭ２ｔｙｐｅ，ｌｅａｄｔｏｓｋｅｗｉｎｇｏｆＴｈ１／Ｔｈ１７ｔｏｗａｒｄｓＴｈ２／Ｔｒｅｇ，ａｎｄｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙａｍｅｌｉｏｒａｔｅａｃｕｔｅ
ｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｏｌｌｏｗｉｎｇｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｎｏｓｉｔｏｌｅｎｚｙｍｅ１；Ｘｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１；Ｋｕｐｆｆｅｒｃｅｌｌｓ；ｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ａｃｕｔｅ

ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２００３２９，８１３００３６４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＧｏｎｇＪｉａｎｐｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：
ｇｏｎｇｊｉａｎｐｉｎｇ１１＠１２６．ｃｏｍ

　　同种异体肝移植已成为治疗终末期肝病的首选方
法，但是供肝移植术后免疫排斥反应是影响移植物功

能以及患者生存质量的重要因素［１－３］。近年来研究表

明，肌醇酶１Ｘ盒蛋白连接蛋白１（ｉｎｏｓｉｔｏｌｒｅｑｕｉｒｉｎｇ１
Ｘｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＩＲＥ１ＸＢＰ１）在调控神经退化
性疾病［４］、炎症性疾病［５］、代谢性疾病［６］以及肿瘤的

生长转化［７］等引起了广泛关注。ＩＲＥ１是一种跨内质
网膜的丝／苏氨酸受体蛋白激酶，其磷酸化激活后，可
使ＸＢＰ１的 ｍＲＮＡ发生剪切，形成具有生物活性的
ＸＢＰ１ｓ转入核内，调节相关基因的转录和翻译。ＸＢＰ１
是具有分泌功能的细胞所必须，同时也参与了外分泌

细胞的分泌作用［８］。在肝脏中，Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞（ＫＣｓ）作
为体内重要的分泌免疫细胞，能够产生大量的炎症介

质，从而影响 Ｔｈ１／Ｔｈ１７以及 Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ细胞的分化平
衡［９］，因此推测ＸＢＰ１可能在调控Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞免疫功
能方面具有重要作用。本实验通过经门静脉注射携带

ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡ慢病毒，从体内阻断 ＫＣｓ的 ＩＲＥ１ＸＢＰ１
通路的活性，用来探讨其是否能够诱导肝移植免疫耐

受的形成。

１　材料与方法

１．１　实验动物与材料
　　实验动物：健康雄性 １０～１２周龄雄性 Ｌｅｗｉｓ

（Ｒｔ１１）大鼠６９只，体质量２２０～２６０ｇ，健康雄性１０～
１２周龄 ＢｒｏｗｎＮｏｒｗａｙ（ＢＮ，Ｒｔ１ｎ）大鼠 ６９只，体质量
２００～２６０ｇ，均购自于重庆医科大学动物实验中心。
大鼠饲养于恒温、非特殊病原菌（ＳＰＦ）级实验室。给
予标准鼠料喂养，给予１２ｈ昼夜节律，正常饮水。术
前８～１２ｈ禁食。所有操作遵守重庆医科大学伦理委
员会发布的伦理及管理指南。主要试剂：ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡ
重组慢病毒由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物科技公司代为构建；
总ＲＮＡ提取试剂盒购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＰＣＲ引物
由广州复能基因有限公司合成；大鼠ＣＤ８６、ＣＤ２０６、ＩＬ
１０、ＩＬ１７、ＩＦＮγ单克隆抗体购自碧云天生物技术公
司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国 Ａｃｔｉｖｅｍｏｔｉｆ公司；总蛋白
提取试剂购自武汉谷歌生物技术有限公司。

１．２　大鼠原位肝移植模型建立及分组
　　采用改良的Ｋａｍａｄａ“二袖套管”法［１０］建立ＬＥＷＩＳ

→ＢＮ大鼠大鼠配对组合的的原位肝移植（ＲＯＬＴ）急性
排斥反应模型。实验动物数字法分为３组：（１）ＸＢＰ１
ｓｈＲＮＡ组（Ａ组，ｎ＝１８），经门静脉注射含 ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡ
慢病毒（１×１０９Ｔｕ／ｍＬ）的 １ｍＬＰＢＳ；（２）Ｓｃｒａｍｂｌｅｄ
ｓｈＲＮＡ组（Ｂ组，ｎ＝１８），经门静脉注射含 ＣｔｒｌｓｈＲＮＡ
慢病毒（１×１０９Ｔｕ／ｍＬ）的 １ｍＬＰＢＳ；（３）ＰＢＳ组
（Ｃ组，ｎ＝１８），经门静脉注射１ｍＬＰＢＳ。术后记录受

２３４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



体大鼠的精神情况、活动情况、对外界刺激源反应情

况。并于术后１、３ｄ和７ｄ各组随机数字法取３只大
鼠处死，开腹后下腔静脉穿刺取血２ｍＬ，离心５ｍｉｎ，
上清液－８０℃保存。术后７ｄ各组再处死２只大鼠
（每组各５只），取部分中及左叶组织、液氮保存。余
部分固定包埋。各组剩余大鼠观察术后生存率。

　　术前２４ｈ，乙醚麻醉下经ＬＥＷＩＳ大鼠尾静脉注入
１０ｍｇ／ｋｇＧｄＣｌ３（氯化钆），２４ｈ后再将供肝移植到ＳＤ
大鼠体内，之后处理如上述分组处理情况，实验动物随

机数字法分为 ＧｄＣｌ３＋ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡ组（Ｄ组，ｎ＝５），
ＧｄＣｌ３＋ＳｃｒａｍｂｌｅｄｓｈＲＮＡ组（Ｅ组，ｎ＝５），ＧｄＣｌ３＋
ＰＢＳ组（Ｆ组，ｎ＝５）。术后７ｄ处死各组大鼠（每组各
５只），取部分中及左叶组织、液氮保存。余部分固定
包埋。

１．３　血清肝功能及细胞因子测定
　　使用全自动生化分析仪（ＢＥＣＫＭＡＮＣＸ７）分析未
用ＧｄＣｌ３预处理组各时段大鼠血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平。
根据ＥＬＩＳＡ试剂盒说明，检测各时段外周血中 ＩＦＮγ、
ＩＬ１０、ＩＬ１７的表达水平。每组实验重复３次。
１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测肝组织中 ＩＦＮγ、ＩＬ１７及

ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达水平
　　按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取肝脏总组织 ＲＮＡ。Ｔ
ｂｅｔ上游引物 ５′ＡＡＣＣＡＧＴＡＴＣＣＴＧＴＴＣＣＣＡＧＣ３′，下
游引物 ５′ＴＧＴＣＧＣＣＡＣＴＧＧＡＡＧＧＡＴＡＧ３′；ＲＯＲγｔ上
游引物 ５′ＴＣＴＧＧＡＡＧＣＴＧＴＧＧＧＡＴＡＧＡ３′，下游引物
５′ＧＡＧＧＡＧＣＣＴＧＴＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣ３′；ＩＬ１０上游引物
５′ＣＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＣＴＧＣＴＣＴＴ３′，下游引物 ５′ＡＴＧ
ＴＧＧＧＴＣＴＧＧＣＴＧＡＣＴＧＧ３′；ＩＦＮγ上游引物 ５′ＡＴＧ
ＡＡＣＧＣＴＡＣＡＣＡＣＴＧＣＡＴＣ３′，下游引物 ５′ＴＡＧＧＣＴ
ＴＴＣＡＡＴＧＡＣＴＧＴＣ３′；ＩＬ１７上游引物 ５′ＣＴＣＡＡＣＣ
ＧＴＴＣＣＡＣＧＴＣＡＣＣＣＴ３′，下游引物５′ＣＣＡＧＣＴＴＴＣＣＣ
ＴＣＣＧＣＡＴＴ３′；βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧ
ＣＧＴＧＡＣＡＴＴ３′，下 游 引 物 ５′ＣＣＡＧＧＡＡＧＧＡＡＧ
ＧＣＴＧＧＡＡＧ３′。反 转 录 后 行 荧 光 定 量 ＰＣＲ，用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６２图像分析软件行光密度值测定，目
的片段与βａｃｔｉｎ光密度之比值作为目的片段 ｍＲＮＡ
相对表达量。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测移植肝中ＣＤ８６、ＣＤ２０６、ＩＦＮγ、
ＩＬ１７及ＩＬ１０蛋白表达水平

　　按照总蛋白提取试剂盒说明书提取各组组织总蛋
白，并进行含量测定，常规行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定，一抗浓
度稀释成１∶５００；二抗浓度稀释成１∶２０００。显影后扫
描，然后用ＵＶＰ凝胶图像处理系统软件分析目的条带
的灰度值。

１．６　肝组织病理观察
　　取移植肝组织放入１０％甲醛中固定２４ｈ，常规脱
水→二甲苯透明→石蜡包埋→３μｍ厚切片→脱蜡、脱
水→ＨＥ染色，４００倍光学显微镜观察；根据Ｂａｎｆｆ方案
进行急性排斥反应分级。

１．７　数据处理和统计学分析
　　用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对所有数据进行正态性检
验，呈正态分布的数据用 珋ｘ±ｓ表示，非正态分布数据
用中位数表示。对正态分布数据采用参数检验，非正

态分布数据采取秩和检验或卡方检验。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
法绘制生存曲线，采用 Ｌｏｇｒａｎｋ分析比较体内实验各
组间生存率差异。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠肝移植后生存情况比较
　　各组动物手术过程顺利。其中，Ｂ、Ｃ组受体大鼠术
后精神差，进食进饮少，尿液黄，活动少，而Ａ组受体大
鼠术后精神好，运动量正常，进食进饮多，尿液稍黄，对

外界反应可，Ａ组大鼠生存率明显高于Ｂ、Ｃ组大鼠，且
差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），提示转染 ＸＢＰ１
ｓｈＲＮＡ能有效延长移植后受体的生存时长，见图１。
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图１　各组大鼠ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线

２．２　大鼠肝移植后血清细胞因子以及肝功能比较
２．２．１　血清 ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ１０　　各组大鼠血清
ＥＬＩＳＡ结果显示：术后１、３ｄ和７ｄ，外周血中 ＩＦＮγ、
ＩＬ１７和 ＩＬ１０的表达水平见图 ２。Ａ组大鼠血清
ＩＦＮγ和ＩＬ１７水平随着时间逐渐降低，ＩＬ１０水平逐
渐升高，而Ｂ、Ｃ组大鼠血清 ＩＦＮγ和 ＩＬ１７水平随着
时间逐渐升高，ＩＬ１０水平逐渐降低，且Ａ组大鼠于３、
７ｄ时ＩＦＮγ、ＩＬ１７和ＩＬ１０水平与Ｂ、Ｃ组大鼠比较有
统计学差异（Ｐ＜００５），Ｂ组和 Ｃ组比较无明显区别
（Ｐ＞００５），其结果提示阻断体内 ＩＲＥ１ＸＢＰ１通路可
上调血清中抗炎因子浓度，并抑制促炎因子的表达，有

利于调控Ｔｈ亚群平衡偏倚，见图２。

３３４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）
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Ａ：ＩＦＮγ；Ｂ：ＩＬ１７；Ｃ：ＩＬ１０　ａ：Ｐ＜００５，与Ｂ、Ｃ组比较
图２　术后不同时间点大鼠血清ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ１０比较

２．２．２　血清ＡＳＴ、ＡＬＴ　　术后检测各组大鼠肝功能
情况结果显示：Ａ组大鼠术后各时间点血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ
水平明显低于Ｂ、Ｃ组大鼠（Ｐ＜００５），并且随着时间
肝功能逐渐好转，而 Ｂ、Ｃ组大鼠 ＡＳＴ、ＡＬＴ水平逐渐
升高，两组之间各时间点含量水平比较无统计学意义

的差别（Ｐ＞００５），见图３。
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Ａ：ＡＳＴ；Ｂ：ＡＬＴ　ａ：Ｐ＜００５，与Ｂ、Ｃ组比较

图３　术后不同时间点大鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ比较

２．３　大鼠肝组织 Ｔｂｅｔ、ＲＯＲγｔ、ＩＦＮγ、ＩＬ１７及 ＩＬ１０
ｍＲＮＡ表达水平

　　Ｔｂｅｔ和 ＲＯＲγｔ分别作为 Ｔｈ１细胞和 Ｔｈ１７细胞
的关键转录因子，通过 ＲＴＰＣＲ检测对各组大鼠肝组
织Ｔｂｅｔ和ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达情况，以此来评估ＸＢＰ１
对诱导Ｔｈ细胞亚群平衡偏移中的效用，其结果示：Ａ、

Ｂ、Ｃ三组 Ｔｂｅｔ和 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平分别为
（０．２６±０．０７）、（０．３５±０．０８），（０．８６±０．１３）、（１．２６
±０．２１），（０８９±０．１５）、（１．３２±０．１９）。Ａ组明显低
于Ｂ、Ｃ两组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），而 Ｂ、Ｃ
组比较无统计学上的差异（Ｐ＞００５），见图４。此外，
我们还检测了移植肝脏局部 ＩＦＮγ、ＩＬ１７及 ＩＬ１０
ｍＲＮＡ的差异表达，其中 Ａ组 ＩＦＮγ、ＩＬ１７表达水平
分别为（０．２５±００５）、（０．４１±０．０８），显著低于 Ｂ组
［（０．８８±０．１０）、（０．９３±０．１３）］和Ｃ组［（０．８６±０．１１）、
（０．９５±０．１２）］（Ｐ＜００５），Ａ组 ＩＬ１０的表达则呈现
相反趋势，与Ｂ、Ｃ组比其ｍＲＮＡ转录水平明显得到上
调（Ｐ＜００５），见图５。
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图４　术后７ｄ移植肝脏中Ｔｂｅｔ、ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平
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图５　术后７ｄ移植肝脏中ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ１０ｍＲＮＡ表

达水平
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　　ＧｄＣｌ３具有抑制ＫＣｓ细胞吞噬、分泌功能的作用，
我们用 ＧｄＣｌ３预处理 ＬＥＷＩＳ大鼠行异体肝移植，并检
测了各组移植肝脏局部 ＩＦＮγ、ＩＬ１７及 ＩＬ１０ｍＲＮＡ
的表达发现，Ｄ组、Ｅ组和Ｆ组之间比较无统计学上的
差异（Ｐ＞００５），见图６。
２．４　大鼠肝组织中 ＣＤ８６、ＣＤ２０６、ＩＦＮγ、ＩＬ１７及

ＩＬ１０蛋白表达水平
　　肝移植术后７ｄ，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠
不同极性 ＫＣｓ表面标志性分子 ＣＤ８６、ＣＤ２０６以及细
胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ１０的蛋白表达水平，结果示：
Ａ、Ｂ、Ｃ组 ＣＤ８６、ＣＤ２０６的相对蛋白表达水平分别为
（０．２１±０．０３）、（１．２３±０．０８），（０．９４±０．０８）、（０．４４±
０．０６），（０９７±０．０７）、（０．４６±０．０６），Ａ组Ｍ１型ＫＣｓ
的标志性表面分子ＣＤ８６的蛋白表达水平较Ｂ、Ｃ组明
显受到抑制（Ｐ＜００５），而 Ｍ２型 ＫＣｓ标志性表面分
子ＣＤ２０６的蛋白表达水平则显著增高（Ｐ＜００５），Ｂ、
Ｃ组比较无统计学意义的差异（Ｐ＞００５）。这提示 Ａ
组中Ｍ２型的ＫＣｓ比例较 Ｍ１型增多，Ｂ、Ｃ组则呈相
反趋势；Ａ、Ｂ、Ｃ组ＩＦＮγ、ＩＬ１７及ＩＬ１０的相对蛋白表
达水平分别为（０．３７±０．０４）、（０．１４±００３）、（１．１３±
０．０８），（０．８７±００７）、（１．０５±０．０９）、（０．３６±０．０４），
（０．８５±０．０８）、（１．０７±０１０）、（０．３４±０．０４），其中 Ａ
组ＩＦＮγ、ＩＬ１７分泌明显受到抑制且低于 Ｂ、Ｃ组，而
ＩＬ１０的相对表达量则较其余两组显著增高（Ｐ＜
００５），Ｂ、Ｃ组之间比较无统计学意义的差异（Ｐ＞
００５），见图７。另外，我们用 ＧｄＣｌ３预处理 ＬＥＷＩＳ大
鼠行异体肝移植，并检测了各组移植肝脏局部 ＩＦＮγ、
ＩＬ１７及ＩＬ１０蛋白表达情况发现，Ｄ组、Ｅ组和Ｆ组之
间比较无统计学上的差异（Ｐ＞００５），见图７，这提示
在未用ＧｄＣｌ３预处理大鼠时，ＸＢＰ１慢病毒在一定程度
上成功转染ＫＣｓ，并且 ＫＣｓ在诱导免疫耐受中发挥了
主要的作用。

２．５　肝脏组织病理学改变
　　肝移植术后７ｄ，分别对各组大鼠肝脏行 ＨＥ染
色，切片置于光学显微镜下观察病理学改变情况发现，

Ａ组Ｂａｎｆｆ评分 ＲＡＩ得分为（３．８３±０．１４），判定至为
轻度排斥反应，镜下可见汇管区少量淋巴细胞浸润，胆

管和血管形态尚可，未见明显侵犯。而在 Ｂ、Ｃ组中，
ＲＡＩ得分分别为（９．１３±０．２０）、（８．９５±０２６），达到
中至重度排斥反应，镜下可见肝细胞排列紊乱，部分肝

细胞变性坏死，汇管区大量淋巴细胞浸润，胆管及血管

受累，偶见局部出血及坏死，Ａ组与 Ｂ、Ｃ组比较，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５），见图８。另

外，Ｄ组、Ｅ组、Ｆ组 Ｂａｎｆｆ评分 ＲＡＩ得分分别为
（７．６５±０．１５）、（７．９３±０．１７）、（７．８７±０．１６），达到中
至重度排斥反应，且各组间比较差异无统计学意义

（Ｐ＞００５），见图９。
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Ａ：蛋白表达结果；Ｂ：ｍＲＮＡ表达水平
图６　术后７ｄ移植肝脏中（ＧｄＣｌ３处理）ＩＦＮγ、ＩＬ１７及

ＩＬ１０蛋白及ｍＲＮＡ表达水平
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜００５，与Ｂ、Ｃ组比较
图７　术后７ｄ移植肝脏中ＣＤ８６、ＣＤ２０６、ＩＦＮγ、ＩＬ１７及

ＩＬ１０蛋白表达水平
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Ａ：ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡ组；Ｂ：ＳｃｒａｍｂｌｅｄｓｈＲＮＡ组；Ｃ：ＰＢＳ组
图８　术后７ｄ肝脏病理组织学表现　（ＨＥ×４００）

!" #

Ａ：ＧｄＣｌ３＋ＸＢＰ１ｓｈＲＮＡ组；Ｂ：ＧｄＣｌ３＋ＳｃｒａｍｂｌｅｄｓｈＲＮＡ组；Ｃ：ＧｄＣｌ３＋ＰＢＳ组
图９　术后７ｄ肝脏（ＧｄＣｌ３处理）病理组织学表现　（ＨＥ×４００）

３　讨论

　　在大量如内毒素、病原菌等刺激时，就会导致内质
网处于功能紊乱，即内质网应激状态（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ），此时细胞就会启动一组细胞内
信号传导通路，产生大量的非正常折叠的蛋白质，增加

细胞对内质网压力应激的耐受性的一种保护性机

制———非折叠蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，
ＵＰＲ），以此来避免 ＥＲＳ导致的细胞凋亡［６，８，１１］。其中

ＩＲＥ１就是最重要的核心通路之一，研究表明 ＥＲＳ状
态下，内质网腔的结构域发生二聚化，激活胞质的蛋白

激酶，进而发生自身的磷酸化，激活其内切核糖核酸酶

的活性，从而特异性的剪切含亮氨酸拉链域的高转录

因子 ＸＢＰ１，产生具有高生物学效能的剪切型 ＸＢＰ１ｓ，
调控下游ＵＰＲ靶分子基因的转录［１２］。而敲除了ＩＲＥ１
基因的细胞在内质网降解功能方面有缺陷［１３］。随着

对ＩＲＥ１ＸＢＰ１通路的深入研究，发现其不仅参与了机
体代谢过程、肿瘤生长等，而且还参与了各种炎症疾病

的发展。研究发现，ＸＢＰ１是维持 ＤＣｓ发育、存活的关
键因子，ＸＢＰ１基因抑制小鼠 ＤＣｓ及类浆细胞数量减
少［１４－１５］。在炎症情况下，ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４促发的 ＩＲＥ１
活化可促进巨噬细胞持续分泌炎症因子（ＩＬ６，
ＴＮＦα， ＩＬ８， ＭＣＰ１， ＣＸＣＬ３， ＶＣＡＭ１，ＩＣＡＭ１
等）［５］，还可以通过调控Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达增强内皮

细胞自噬作用［１６］。而沉默小鼠 ＸＢＰ１的表达，炎症因
子分泌明显下降，宿主天然免疫反应减弱［１７］。由此可

见，ＩＲＥ１ＸＢＰ１通路可能参与了 ＡＰＣ功能改变以及
Ｔｈ１／Ｔｈ１７类免疫反应的调节。但 ＩＲＥ１ＸＢＰ１在实质
器官移植，特别是肝脏移植中的作用目前尚不清楚。

　　辅助性Ｔ细胞（ＴｈｅｌｐｃｅｌｌｓＴｈ）是 Ｔ淋巴细胞最
重要的一组亚群。Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ之间动态平衡
偏移也是决定急性排斥反应（ＡｃＲ）发生与否的重要环
节。Ｔｈ１与 Ｔｈ１７细胞主要促进 ＡｃＲ的发生发展，而
Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ则有利于抑制局部免疫反应［１８］。ＫＣｓ细胞
作为肝血窦内的固有巨噬细胞群，是机体最大的抗原

递呈细胞群，是肝脏具有致耐受免疫原性的重要组成，

因此其功能状态在 Ｔｈ１／Ｔｈ１７以及 Ｔｈ２／／Ｔｒｅｇ平衡偏
移上由着至关重要的调节作用［９，１８］。氯化钆具有抑制

ＫＣｓ细胞吞噬、分泌功能的作用，大鼠实验模型证实，
氯化钆在２４ｈ内可有效破坏８０％的 ＫＣｓ的作用。静
脉注射氯化钆，可阻断ＫＣｓ抗原提呈，以及抑制其ＮＦ
κＢ活性，减少免疫相关因子的产生和释放，同时调节
Ｔｈ２的偏移，增加Ｔｈ２类细胞因子的产生，在免疫耐受
形成中具有一定的作用［１９］。在本实验中，我们通过建

立大鼠肝移植急性排斥反应模型，门静脉注射携带沉

默ＸＢＰ１的慢病毒，观察术后大鼠各项指标发现，与
Ｂ、Ｃ组比较，Ａ组大鼠肝脏ＫＣｓ表达Ｍ１型分子ＣＤ８６
明显下降，而表达 Ｍ２型分子 ＣＤ２０６上升，Ｔｈ１／Ｔｈ１７
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的关键转录因子Ｔｂｅｔ／ＲＯＲγｔ的相对表达量也明显下
降，且Ｔｈ１／Ｔｈ１７类细胞因子 ＩＦＮγ和 ＩＬ１７的基因和
蛋白表达水平以及外周血清中的含量也都呈抑制状

态，而Ｔｈ２类细胞因子 ＩＬ１０的表达水平则呈明显上
升趋势，肝功能指标 ＡＳＴ、ＡＬＴ随着时间逐渐好转，Ｂ、
Ｃ组上述指标则呈相反趋势，而且 Ｂ、Ｃ组比较无统计
学意义的差异。从肝组织病理学表现可以看出，Ａ组
肝组织的ＡｃＲ程度集中于轻～中度，而Ｂ、Ｃ组肝组织
的ＡｃＲ程度集中于中～重度，并且Ａ组大鼠的生存时
间明显高于Ｂ、Ｃ组大鼠。与此同时，我们还对 ＬＥＷＩＳ
大鼠进行氯化钆预处理行异体肝移植，检测相关炎症

指标，结果发现各组间无明显差异，从病理组织上看，

Ｄ、Ｅ和Ｆ组ＡｃＲ程度集中于轻～中度，但三组见未见
明显差异，这也表明了在未用 ＧｄＣｌ３预处理大鼠时，
ＸＢＰ１慢病毒在一定程度上成功转染ＫＣｓ，并且ＫＣｓ在
肝脏诱导免疫耐受中发挥了主要的作用，但未发现阻

断ＫＣｓ的功能和阻断ＫＣｓＸＢＰ１表达在免疫耐受中的
联合作用。因此，阻断ＩＲＥ１ＸＢＰ１通路促进了 ＫＣｓ的
Ｍ１型极化，引起 Ｔｈ１／Ｔｈ１７向 Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ的免疫偏移，
减轻了肝脏ＡｃＲ的程度，明显改善急性排斥反应模型
受体的预后。

　　总之，抑制 ＩＲＥ１ＸＢＰ１通路活性，可改变肝脏
ＫＣｓ极化，诱导Ｔｈ１／Ｔｈ２和 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ免疫平衡，延长
受体存活率，抑制ＡｃＲ对移植肝的破坏、保护肝功能，
实现免疫耐受微环境的诱导形成，有望在移植排斥反

应的治疗中发挥潜在的作用，可能为器官移植诱导免

疫耐受的临床治疗开拓新的途径。
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